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論 文 内 容 要 旨
ロイ コシ ジ ンは黄色 ブ ドウ球菌が産生 す る外毒 素で あ る。LukF,LukSか らな る2成 分毒素
と して膜孔 を形成 し白血球 を崩壊 させ ることが知 られ てい るが,宿 主 の 自然 免疫応答 への関与の
報 告はみ られな い。 そ こで今回我 々は,マ ウス骨髄 由来 の樹状細 胞を用 いて,ロ イ コシジ ンに対
す る宿主 免疫応 答性 につ いて検討 を行 った。
C57BL/6マ ウ ス(6～7週 齢)か ら採 取 した 骨 髄 細 胞 をGM-CSFに よ って 樹 状 細 胞
(BM-DCs)に 分 化 させ,黄 色 ブ ドウ球菌 か ら精製 したLukF,LukS各 成分 を単体 で刺 激 し,
上清 中のIL-12p40濃 度 をELISAに て測定 した。 またLukF,LukSの 認識機 構 を解析 す るため
に,C3H/HeN又 はJマ ウス由来 の樹状細胞 を用 い るとと もに,HEK293TにTLR4,MD2,
CD14遺 伝子,あ るい はTLR2遺 伝 子を導入 して,毒 素 成分 の刺激 によ るNFKBの 活性化 をル
シフェラー ゼ ・リポー ターア ッセ イ にて測定 した。 更 に フローサイ トメ トリー にて細 胞表面上
CD40,細 胞 内IL-12発 現 を解析 した。
LukF,LukSの 刺激 によ って①BM-DCsの 活性化,IL-12p40のmRNA及 び蛋 白 レベルでの
発現,細 胞表 面上 のCD40の 発現 が充進,②TLR4依 存性 にBM--DCsを 活性 化,③TLR4を 介
したNF-KBの 活性化,④ これ らの活性化 はLukFで は明 らかで あ ったが,LukSで は弱 い こと
が明 らか とな った。以 上 の ことよ り,ロ イ コシジ ン,特 にその1成 分 で あるLukFは,TLR4-
NF-KB経 路 を介 して樹状 細胞を活性化 し,サ イ トカイ ン産生 に関わ って いる と考 え られた。
ここで測定 され るIL-12p40は,細 胞の崩壊 によ り放 出されたサイ トカイ ンであ る可能 性 も考
え られたが,① ロイ コ シジンではBM-DCsを 崩壊 しない②IL-12p40の 濃度 が刺激 開始 か ら6時
間 以降 に上 昇,③ 刺 激後 のIL-12p40のmRNA発 現 が増 加 し,細 胞 内のIL-12p40の 増 加,
④細 胞崩壊 に はLukFとLukSの2成 分が必須 で あ るが,両 成分 同時で刺 激 した場合 で もLukF
単独 での刺激 と比較 し有意差 がみ られなか った こ とよ り,測 定 され たIL-12p40は 崩壊 に伴 うも
のでな く,刺 激 によ り新 た に産 生 されてい ると考 え られ た。
またTLR4の リガ ン ドで あるLPSの 混 入 によ る影 響 を除外 す るため,各 毒素 成 分 中のLPS
を リム スル試 薬 にて測定 し,換 算 した濃 度のLPSに て刺激 した。 ま た各毒 素 を ポ リ ミキ シ ンB
にて中和 後 に刺激 した後 にIL-12p40を 測定 した が,い ずれ もLPSの 影響 を無 視 で きる結果で
あ った。 これ らの結果 よ り,ロ イコ シジンは,2成 分 であ るLukF,LukSが 共 同 して 白血球を
崩壊 させ るだ けで な く,各 成 分単体でTLR4を 介 して樹状 細胞 に認 識 され,自 然 免疫応 答の誘
導 に関与 す る可 能性 が推 察 された。
生 体内 にお ける黄色 ブ ドウ球菌感染症の免疫 応答 に関 しては,マ ウスモデルで幾 っか検討 され
てい るが,菌 体 自体 とTLRと の関わ りを検討 してお り,黄 色 ブ ドウ球菌 が産生 す る毒素 につ い
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ては触 れ られて いない。今 回の我 々の得た知見 が,生 体 内で免疫応答 に どの よ うに関与 してい る
かを解明 してい くためには,ロ イ コシジンの直接投与 による免疫応答の検討が必 要 と考え られ る。
また,ロ イ コシ ジン遺伝子 を欠損 させ た菌株 を用 い,黄 色 ブ ドウ球菌感染 症の重症化 に ロィ コシ
ジンが不可 欠な要素 であ るかの検討 も必要が ある と考 え られ る。
更 に臨床 的意義 を深め るため に,ま ずは ヒ トの樹状細 胞 を用 いた解析 を検 討 して いる。黄 色 ブ
ドウ球菌感染症 は多 岐にわた ってお り,重 症化 す る ことも少 な くない。 ロイ コシジ ンはほぼ全 て
の菌株が保有 して い ることか ら直接,ま たは他 の毒素 や菌体成分 との関 わ りによ り,関 与 してい
る可能性 もあ る。 重症化へ の関与 が示唆され るようで あれば,ロ イ コ シジンに対す る トキ ソイ ド
の開発な ど,予 防や治療へ の道 も開けて くる と考 えて い る。
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審 査 結 果 の 要 旨
ロイ コ シ ジンは黄 色 ブ ドウ球菌 が産生す る外毒 素 で ある。LukF,LukSか らな る2成 分毒素
と して膜 孔 を形成 し白血球 を崩壊 させ るこ とが知 られてい るが,宿 主 の 自然 免疫応 答へ の関与の
報告 はみ られ ない。
本研究 で は,マ ウス骨髄 由来の樹状細胞 を用 いて,ロ イ コシジ ンに対す る宿主免疫応 答性 にっ
いて検 討 した。C57BL/6マ ウス(6～7週 齢)か ら採 取 した骨 髄細胞 をGM-CSFに よ って樹状
細 胞(BM-DCs)に 分 化 させ,黄 色 ブ ドウ球菌 か ら精製 したLukF,LukSの 各成 分 を単体 で刺
激 し,上 清 中 のIL-12p40濃 度 をELISAに て測定 した。 またLukF,LukSの 認 識機構 を解析す
るた めに,C3H/HeN又 はJマ ウス由来 の樹状 細胞 を用 いる とと もに,HEK293TにTLR4,
MD2,CD14遺 伝 子,あ るいはTLR2遺 伝子 を導 入 して,毒 素 成分 の刺激 に よるNFKBの 活
性化 をル シフェラーゼ ・リポー ターア ッセイにて測定 した。更 に フローサ イ トメ トリーにて細胞
表面 上CD40,細 胞 内IL-12p40発 現 を解析 した。LukF,LukSの 刺激 に よ って①BM-DCsの
活性 化,IL-12p40のmRNA及 び蛋 白 レベル での 発現,細 胞表 面上 のCD40の 発 現 が冗 進,
②TLR4依 存性 にBM-DCsを 活性化,③TLR4を 介 したNF-KBの 活性化,④ これ らの活性化
はLukFで は著 明 に,LukSで は弱 いことが明 らか とな った。以上 よ り,ロ イ コ シジ ン,特 にそ
の1成 分 であ るLukFは,TLR4-NF-KB経 路 を介 して樹 状細 胞を活 性化 し,サ イ トカ イ ン産
生 に関 わ って いる ことが推察 され た。 ここで測 定 され るIL-12p40は,細 胞 の崩壊 によ り放 出さ
れ たサ イ トカイ ンで あ る可能性 も考 え られたが,① ロイ コ シ ジンで はBM-DCsを 崩 壊 しな い
②IL-12p40の 濃度 が刺 激開始か ら6時 間以降 に上昇,③ 刺 激後,IL-12p40のmRNA発 現 の増
加,細 胞 内のIL-12p40の 増加,④ 両成分 同時 で刺激 した場合 で もLukF単 独 での刺激 と比較 し
有意 差が み られ なか った ことよ り,測 定 されたIL-12P40は 崩壊 に伴 うものでな く,刺 激 によ り
新 た に産 生 され てい る可能 性が示唆 された。 また,TLR4の リガ ン ドであ るLPSの 混入 に よる
影響 を除外す るため,各 毒素成分 中のLPSを リムスル試薬 にて測定 し,換 算 した濃度のLPSに
て刺激 した。 更 に各毒 素 をポ リミキシ ンBに て 中和後 に刺激 した後 にIL-12p40を 測定 したが,
いず れ もLPSの 影 響 を無 視できる結果であった。 これ らの結果 よ り,ロ イコシジンは,2成 分であ
るLukF,LukSが 共 同 して白血球 を崩壊 させ るだけでな く,各 成 分単体 でTLR4を 介 して樹状
細胞 に認 識 され,自 然免疫応答 の誘導 に関与す る可 能性が推察 された。
本研究 において は,ロ イ コシジンの 自然免疫応 答の誘導 に関す る重 要かつ新知 見が示 されてお
り,審 査 の結果,本 論文 内容 が学位 に十分値す ることが確認 され た。
よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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